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Radikali so izrazito reaktivne snovi, ki imajo v svoji strukturi vsaj en nesparjen elektron. V 
telesu nastajajo v fiziološki presnovi celice, pri sintezi hormonov in nevrotransmiterjev ter 
za obrambo organizma pred patogeni. Ob povečanem nastajanju in zmanjšanem 
odstranjevanju radikalov, pa lahko pride do radikalsko sproženih oksidacij, kar vodi do 
nastanka oksidativnega stresa. Celice v telesu se pred oksidativnim stresom zavarujejo z 
antioksidativnim sistemom, ki deluje zaščitno in zdravilno. Enega od zaščitnih mehanizmov 
celic predstavlja encimski antioksidant superoksid dismutaza, ki odstranjuje superoksidni 
anion (superoksid), tako, da v reakciji dismutacije pretvori dve molekuli superoksida v 
molekulo kisika in molekulo vodikovega peroksida. Prisotnost superoksid dismutaze je zato 
nujno potrebna za normalno delovanje celice. Ko se zmanjša aktivnost encima ali se ta 
poškoduje, to privede do večanja koncentracij superoksida in posledično se poveča tudi 
koncentracija hidroksilnega radikala (HO•), ki je najnevarnejši radikal v telesu, saj reagira z 
večino celičnih sestavin. 
Pomembnost superoksid dismutaze je vzrok za razvoj encimomimetikov - antioksidantov, 
ki posnemajo delovanje tega encima. 
Z indirektno Fridovichevo metodo smo v magistrski nalogi ovrednotili 16 potencialnih 
mimetikov superoksid dismutaze. Z UV-VIS spektrofotometrom smo s pomočjo redukcije 
citokroma c izmerili hitrost odstranjevanja superoksida. S pomočjo umeritvene krivulje smo 
nato testiranim spojinam kvantitativno določili koncentracije, ki zmanjšajo hitrosti redukcije 
citokroma c za 50 % (I50).  
Vseh 16 testiranih spojin (8 nitroksidov, 7 aminov in 1 referenčna spojina) se je izkazalo kot 
potencialni mimetiki superoksid dismutaze. V primerjavi s testirano referenčno spojino - 
neselektivnim katalitičnim mimetikom superoksid dismutaze - manganovim salenom, smo 
najboljši I50 določili spojini 4, stabilnemu nitroksidnemu radikalu piperidinskega tipa s 
prikondenziranim tienopirimidonskim skeletom. Nitroksidni radikali so se na splošno 
izkazali bolje kot homologni amini. Velikost aromatskega obroča je vplivala na superoksid 
dismutazno mimetično aktivnost samo pri nitroksidih.  
Na superoksid dismutazno mimetično aktivnost je vplivala funkcionalna skupina na 
aromatskem obroču. Kot potencialni mimetik superoksid dismutaze se kaže tudi spojina z 
amidno skupino na pirimidonskem obroču, zato bi nadaljnje raziskave lahko usmerili v 




Free radicals are highly reactive substances with a structure characterised by at least one 
unpaired electron. They are used within the body for the physiological metabolism of cells, 
the synthesis of hormones and neurotransmitters and as a defence against pathogens. 
Increased production of radicals can, however, lead to radical-induced oxidation and, 
consequently, to oxidative stress. Cells are protected from oxidative stress by the antioxidant 
system, which has preventive and curative function. One of the mechanisms for protecting 
cells is the enzymatic antioxidant superoxide dismutase which removes the superoxide anion 
via dismutation, whereby two molecules of the superoxide are converted into one molecule 
of oxygen and one molecule of hydrogen peroxide. The presence of the superoxide 
dismutase is therefore essential for the normal operation of cells. A decrease in activity of or 
damage to this enzyme will lead to an increase in the concentration of the superoxide, which 
in turn will result in increased concentrations of the hydroxyl radical (HO•), which is the 
most dangerous radical in the body as it reacts with most of the cell’s components.  
The importance of the superoxide dismutase has led to the development of enzyme mimetics 
– antioxidants which mimic the activities of this enzyme. 
This paper presents our efforts to test 16 potential mimetics of the superoxide dismutase 
using the indirect Fridovich method. Using a UV-VIS spectrophotometer the cytochrome c 
reduction rate was measured as rate of removes the superoxide anion. Then a calibration 
curve was used to determine for each tested substance concentrations which are required to 
reduce the reduction rate of cytochrome c by 50 % (I50). 
All 16 tested substances (8 nitroxides, 7 amines and 1 reference compound) were found to 
be potential superoxide dismutase mimetics. When compared tested substances with the 
tested reference compound (Manganese-salen complex, nonselective catalytic superoxide 
dismutase mimetic), the best I50 was determined for substence 4, nitroxide radical of 
piperidine type with condensed thienopyrimidinone skeletal structure. In general, nitroxide 
radicals delivered better results than homologous amines. The size of the aromatic ring 
affected the superoxide dismutase mimetic activity only in nitroxides. 
The superoxide dismutase mimetic activity was affected by the functional group on the 
aromatic ring. The compound with an amide group on the pyrimidone ring in aslo considered 
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a potential superoxide dismutase mimetic, therefore, further research coud focus on testing 
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DNA - deoksiribonukleinska kislina 
I50 - koncentracija SOD mimetika, pri kateri se hitrost redukcije citokroma c zmanjša za 
50% 
R2  - koeficient determinacije 
RNS - reaktivne dušikove zvrsti 
ROS - reaktivne kisikove zvrsti 
SN - standardna napaka 
SOD - superoksid dismutaza 
V0 -  nezmanjšana hitrost redukcije citokroma c  








1.1 Izvor in reakcije radikalov 
 
V naravi večino snovi sestavljajo molekule, ki imajo elektrone v molekulskih orbitalah v 
parih. Ta lastnost omogoča, da so snovi v stiku s kisikom relativno stabilne. Snovi, ki pa 
imajo v svoji strukturi vsaj en nesparjen valenčni elektron, so izrazito kemično reaktivne 
snovi in jih imenujemo radikali. (1) 
Radikali so torej kemična zvrst z vsaj enim valenčnim elektronom, brez parnega elektrona. 
Ta zapolni vrzel na energijskem nivoju z elektronom, ki mora imeti spin v nasprotni smeri, 
kot pri elektronu brez para. (2) Večina radikalov je kemično reaktivnih in imajo zaradi 
nesparjenega elektrona posebne kemične in fizikalne lastnosti. (1) 
Radikali, ki imajo neparno število elektronov, so zelo reaktivni, njihov razpolovni čas pa 
zelo kratek (milijoninko ali milijardinko sekunde). Zelo nestabilni so tudi radikali s parnim 
številom nesparjenih elektronov, z nasprotnimi spini. Pri parnem številu elektronov se vsak 
nesparjen elektron nahaja v drugi π-protivezni orbitali. Molekula, ki ima takšno razporeditev 
elektronov, je v tripletnem stanju, na primer tripletni kisik, (3O2) ki je v našem ozračju. (2,3) 
Radikali nastajajo pri enoelektronskih redukcijah in oksidacijah, ter pri homolitski cepitvi 
kovalentnih vezi, pod vplivi zunanjih dejavnikov (toplote, svetlobe in sevanja). (4) 
Vsi radikali vstopajo v radikalske reakcije in so paramagnetne snovi. Zanje je značilno, da 
zelo hitro reagirajo s snovmi v svoji okolici, in tako stremijo k stanju, kjer so elektroni v 
parih. Radikalske reakcije se od drugih kemičnih reakcij ločijo po tem, da reaktivni radikal 
reagira z molekulo v svoji okolici. Take reakcije so zelo hitre in potekajo na dva načina: 
➢ radikal pritegne atom vodika iz molekule, ki jo sreča in tako nastane nov radikal in 
nevtralna spojina  
R• + A-H+ → R-H + A• ali 
➢ se radikal adira na dvojno vez in tako nastane nov radikal 
R• + CH2=CH-R1 → R-CH2-CH
•-R1 
 
V radikalskih reakcijah nastajajo vedno novi radikali, ki zaradi nesparjenega elektrona 
reagirajo s tripletnim kisikom, kar povzroči nastanek novih kisikovih radikalov. Pri reakcijah 
radikalov produkt ni radikal, le če med sabo reagirata dva radikala. Taki procesi potekajo 
brez encimske kontrole in lahko zelo poškodujejo membrano celice in njen dedni zapis. (1) 
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1.2 Reaktivne kisikove zvrsti  
 
Radikali se razlikujejo glede na atom, kjer se nahaja nesparjen elektron. Tako ločimo: 
kisikove, dušikove, ogljikove... radikale. Reaktivnost radikala je odvisna od vrste atoma z 
nesparjenim elektronom in od njegove okolice v molekuli, ki lahko prispeva k stabilnosti. 
Reaktivne kisikove zvrsti so radikali, ki imajo v svoji strukturi kisik, in kisikove spojine, ki 
niso radikali, a lahko vstopajo v radikalske reakcije. 
Med reaktivne kisikove zvrsti spadajo naslednji radikali: 
- superoksidni anion (O2•‾) 
- hidroksil (•OH) 
- peroksil (ROO•)  
- alkoksil (RO•) 
- hidroperoksil (HOO•) (2) 
Radikala, ki se v organizmu najpogosteje pojavljata, sta: superoksidni anion (O2
•‾) in 
hidroksilni radikal (•OH). (5) 
 
Superoksidni anion (O2•‾) 
Superoksidni anion (v nadaljevanju superoksid) nastaja v mitohondrijih, v endoplazmatskem 
retikulumu, v celičnih membranah vzbujenih fagocitov, v peroksisomih, v plazemskih 
membranah,….  




Vir elektrona pri enostopenjski redukciji molekularnega kisika je lahko endogen ali eksogen.  
 
Endogeno nastajanje ali uhajanje superoksida povzročijo: 
➢ oksidazna encimska reakcija (nastajanje superoksida), 
➢ poraba kisika v dihalni verigi (uhajanje superoksida), 
➢ fagocitoza (nastajanje), 
➢ mikrosomski elektronski transport (nastajanje in uhajanje), 
➢ encimske oksidacije (nastajanje), 
➢ avtooksidacije substratov (nastajanje superoksida). 
Eksogeno nastajanje superoksida povzročijo: 
➢ ionizirajoče sevanje, 
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➢ intermediarna presnova pri presnovi ksenobiotikov. (2) 
 
Superoksid je »izhodiščni« radikal, ki se pogosto pojavlja pri raznih poškodbah celic in tkiv. 
Pri reakcijah superoksidnega aniona tako nastajajo druge reaktivne zvrsti, ki so v večini 
odgovorne za biokemične poškodbe. Glavna reakcija superoksida je dismutacija. Ta reakcija 
poteka v dveh stopnjah in počasi, saj je koncentracija protonov pri fiziološkem pH majhna. 
V vodnih raztopinah se superoksid obnaša kot slab oksidant in zmerno močan reducent. 
Hitrostna konstanta za reakcije superoksida je 104 do 106 L mol-1 s-1.  
V telesu se tvori največ superoksidnega radikala v procesu celičnega dihanja. Za njegov 
nastanek se porabi 1-3 % absorbiranega kisika. V enem letu nastane v telesu okoli 2 kg 
superoksida (pri 70 kg težkem človeku), v primeru povečanih obremenitev je količina 
superoksida lahko tudi do 10 krat večja. (2, 5) 
 
Hidroksilni radikal  
Je kemično zelo reaktiven in tudi najnevarnejši, saj reagira z večino celičnih sestavin. V 
telesu nastaja na naslednje načine: 
➢ v Fentonovi reakciji iz vodikovega peroksida, 
➢ pri homolitski cepitvi kovalentne vezi v vodikovem peroksidu (pod vplivom UV-B svetlobe), 
➢ v reakciji superoksida s hipoklorno kislino (HClO) (le ta nastaja v levkocitih in služi za 
obrambo organizma pred patogenimi mikrobi).  
 
1.3 Koristni in škodljivi učinki radikalov pri človeku 
 
Radikali so vpleteni v različne patofiziološke procese (od akutnih zapletov do staranja). 
Nasprotno pa v telesu stalno nastajajo koristni radikali (•NO, ki je nevrotransmiter). Radikali 
lahko torej organizmu škodijo ali mu koristijo. (6)  
Organizem se je med evolucijo prilagodil na radikale, ki nastajajo v biokemičnih procesih. 
Sprejel jih je kot stopnje v sintezi in presnovi snovi. Majhne količine reaktivnih kisikovih 
zvrsti (v nadaljevanju ROS) nastajajo v celici: 
o med fiziološko presnovo celice, 
o s pomočjo ROS celica sintetizira nekatere hormone, 
o radikale tvorijo levkociti, kot orožje za uničenje bakterij. 
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Ob povečanem nastajanju radikalov v telesu oziroma slabšemu odstranjevanju radikalov iz 
telesa, pa pride do radikalsko sprožene oksidacije. Takšno stanje imenujemo oksidativni 
stres, saj tedaj postanejo učinki radikalov za organizem škodljivi. Povečano količino 
radikalov lahko povzročijo nekateri zunanji dejavniki. Tak vpliv ima sevanje (npr. sončna 
svetloba), nekatere kemikalije (pesticidi), zdravila, virusi, bakterije... (7) 
 
1.4 Oksidativni stres 
 
Oksidativni stres v organizmu predstavlja kemični stres, ki je odgovoren za številna 
bolezenska stanja in bolezni v organizmu: 
- akutno poškodbo celice, 
- degeneracijo, staranje, 
- celično smrt, 
- aterosklerozo, infarkt, 
- možgansko kap, Alzheimerjevo bolezen, 
- diabetes, 
- kronični bronhitis, 
- sivo mreno, 
- določene vrste raka... 
Oksidativni stres nastaja ob prisotnosti kisika, ki je v našem ozračju. Kisik je za življenje 
nujno potreben, vendar nam lahko v določenih okoliščinah škodi. Zato se je med evolucijo 
aerobnega življenja razvila zaščita celic pred vplivom radikalov. (6, 7) 
 
1.5 Zaščita celic in tkiv pred škodljivimi vplivi učinkov radikalov 
 
Osnovno zaščito celice zagotavlja njena struktura in integriteta. Celica ima tako sistem za 
popravljanje oksidativnih poškodb, še zlasti za obnovo poškodovane DNA. Kot bolj 
specifično zaščito pred škodljivimi vplivi radikalov pa celica uporablja: 
➢ encime, ki odstranjujejo kisikove zvrsti (SOD – z reakcijo dismutacije pretvori 
superoksid v H2O2 in O2, katalaza – pretvori H2O2 v H2O in O2, glutation 
peroksidaza – pretvori H2O2 v H2O), (6, 8) 
➢ endogene antioksidante (glutation, sečna kislina, bilirubin), 
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➢ eksogene antioksidante (dobljene iz hrane: vitamin C in E, karotenoidi, fenolne 
in polifenolne spojine…). 
➢ Prav tako celica veže (odstrani) ione kovin prehoda (baker, železo) v proteinske 
komplekse, da ne morejo posegati v oksidativne reakcije (s tem prepreči 






























2 ANTIOKSIDANTI  
 
2.1 Antioksidanti in njihovo delovanje 
 
Antioksidanti predstavljajo nujno adaptacijo organizmov na pojav kisika v zemeljski 
atmosferi, in so ena od zaščit celice pred radikali. Antioksidanti delujejo preprečevalno, 
zaviralno in zdravilno. Delujejo v koncentracijah, ki so manjše kot koncentracije tarčnih 
snovi, tako da preprečijo, odložijo ali zavirajo oksidacijo tarčne snovi. (6,7) Značilnost teh 
snovi je, da imajo v svoji strukturi vsaj en reaktiven vodik, ki ga radikal lahko odtegne. Pri 
tem nastane nov radikal, ki je zaradi večje stabilnosti, manj škodljiv. (7, 8)  
V primeru, da kljub delovanju antioksidantov pride do poškodbe celice zaradi delovanja 
radikala, se v organizmu vključijo popravljalni mehanizmi. Ti aktivirajo encime (hidrolaze, 
transferaze in polimeraze), ki delujejo po zaporednem vzorcu. Začnejo z identifikacijo mesta 
poškodbe, nato odstranijo oksidirani del molekule in končno sintetizirajo nov del, ki ga 
vključijo nazaj v poškodovano molekulo. (7) 
 
2.2 Mehanizmi delovanja antioksidantov  
 
Poznamo tri različne mehanizme, s katerimi opišemo delovanje antioksidantov: 
 
➢ Preventivni antioksidanti so snovi, ki nase vežejo ione kovin prehoda (baker, železo) 
in s tem preprečijo reakcijo z vodikovim peroksidom in superoksidom, ki vodi do 
nastanka nevarnih hidroksilnih radikalov (baker-vezajoča ceruloplazmin in albumin 
ter železo-vezajoč protein - transferin). 
➢ Antioksidantni encimi (glutation peroksidaza, katalaza, SOD) ki v celici katalizirajo 
pretvorbo radikalov in ROS/RNS v stabilnejše snovi. 
➢ »Žrtveni« antioksidanti donirajo elektrone, ki reducirajo radikale, še preden bi lahko 
radikali reagirali z drugimi snovmi v svoji okolici. Ta antioksidant se oksidira v 
relativno stabilen, nereaktiven radikal. »Žrtveni« antioksidanti se regenerirajo ali 
izločijo iz telesa. Takšni antioksidanti so: vitamin E, vitamin C, betakaroteni, 




2.3 Vloga antioksidantov 
 
Antioksidanti imajo zelo pomembno vlogo pri preprečevanju razvoja patoloških procesov in 
procesov staranja v organizmu. Zato so antioksidanti pomembni v razvoju zdravilnih 
učinkovin. Z njihovo uporabo bi lahko razvoj bolezni upočasnili ali celo preprečili. 
Bolezni in bolezenska stanja, kjer nastajajo ROS/RNS in bi jih lahko upočasnili ali zavrli z 
uporabo antioksidantov, so: 
• vnetne bolezni (modulacija bolečine, Crohnova bolezen, osteoartritis, revmatoidni 
artritis...), 
• bolezenska stanja v kardiovaskularnem sistemu, centralnem živčnem in 
respiratornem sistemu (ishemija, presaditev organov, srčna kap, astma...), 
• onkološke bolezni (inhibicija rasti tumorja in zmanjšanje negativnih učinkov 
kemoterapije). (8) 
 
2.4 Pomembna vloga vitamina D v telesu 
 
Z raziskavami so ugotovili, da vitamin D izboljša protimikrobne učinke makrofagov in 
monocitov. Ima tudi imunomodulatorni učinek in vpliva na prirojen in pridobljen imunski 
odziv. Zdravljenje z vitaminom D zmanjša tvorbo provnetnih T-celic pomagalk in pospeši 
tvorbo protivnetnih T-celic pomagalk. (9) 
V sistematičnem pregledu 290 prospektivnih kohortnih študij in 172 randomiziranih 
raziskav je bilo ugotovljeno, da pomanjkanje vitamina D vpliva na pojav resnih, kroničnih 
neskeletnih bolezni. Naštetih je le nekaj: ADHD-motnja pomanjkanja pozornosti in 
prevelike aktivnosti, akne, alergije, Alzheimerjeva bolezen, depresija, diabetes tipa 1 in 2, 
fibromialgija, izguba las, karies, neplodnost, Crohnova bolezen, luskavica, vitiligo,… (10) 
V številnih kliničnih študijah, v kateri so preiskovali vpliv vitamina D, poročajo o njegovi 
učinkovitosti pri multipli sklerozi. V ZDA so pri otrocih z multiplo sklerozo ali CIS (klinično 
izoliranem sindromu) ugotovili, da vsako zvišanje serumske koncentracije vitamina D za 10 
nmol/L napove zmanjšanje števila zagonov za 34%, pri odraslih pa tako povišanje vitamina 
D v krvi zmanjša število zagonov za 9-34%. 
Milijarda ljudi po svetu ima znižane serumske vrednosti vitamina D. Pri bolnikih z multiplo 
sklerozo pa so te vrednosti še nižje. Normalna koncentracija vitamina D je tako povezana z 
zmanjšano verjetnostjo za pojav multiple skleroze in zmanjšanjem števila zagonov. (9) 
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2.5 Mimetiki encimov antioksidantov 
 
Ker so se antioksidanti izkazali kot uspešni v preventivi raznih patoloških stanj, se je razvoj 
usmeril v odkrivanje mimetikov (antioksidantov, ki oponašajo delovanje encimov). 
Napredek je bil dosežen z razvojem encimskih mimetikov antioksidantov, predvsem encima 
superoksid dismutaze (SOD). 
 
2.5.1 Katalitični antioksidanti 
 
Mimetiki SOD predstavljajo katalitične antioksidante, ki selektivno oponašajo SOD. 
Zdravilne učinkovine vplivajo na delovanje encimov, na nevrotransmiterske funkcije ali na 
zgradbo in delovanje celičnih struktur. Katalitični antioksidanti spadajo med umetne encime, 
saj so nadomestki nativnih encimov. 
V začetku razvoja katalitičnih antioksidantov so terapevtsko uporabili sam encim SOD. 
Želenih rezultatov ni bilo zaradi: 
- neželenih imunskih reakcij, 
- velikosti in naboja SOD, 
- nizke permeabilnosti, 
- kratkega razpolovnega časa, 
- nizke biološke uporabnosti, 
- alergenosti. 
Razvoj se je tako usmeril v raziskovanje peroralnih mimetikov SOD. Odkritih je bilo več 
skupin kompleksov, ki vsebujejo ione prehodnih kovin (Fe, Cu, Mn). Največkrat je ta kovina 
mangan, s katerim SOD oponašajo delovanje encimskih antioksidantov. 
Katalitični antioksidanti imajo nizko korelacijo med in vitro aktivnostjo in aktivnostjo v 
bioloških sistemih, zato je razvoj katalitičnih antioksidantov omejen. 
Katalitični antioksidanti so lahko selektivni, reakcijsko specifični za reakcijo s 
superoksidom v in vitro pogojih, in neselektivni, ki odstranjujejo tako superoksid kot druge 




2.5.1.1 Selektivni katalitični antioksidanti 
 
So makrociklične spojine. Makrocikličen mimetik SOD ima Mn2+ koordinativno vezan v 
centru 15-členskega obroča s 5 dušiki. V redoks reakciji omogoča takšna kemijska struktura 
prenos le enega elektrona, kar makrocikličnim kompleksom narekuje selektivno 
odstranjevanje superoksida. 
 
2.5.1.2 Neselektivni katalitični antioksidanti 
 
Med neselektivne katalitične antioksidante spadajo: metaloporfirini, nitroksidi in saleni. 
 
➢ Saleni so substituirani aromatski N,N-bis-(saliciliden)-etilendiaminski kovinski 
kompleksi. Saleni lahko iz telesa odstranijo vodikov peroksid in  superoksidni anion. 
Reagirajo lahko tudi s peroksinitritnim anionom in peroksidi v maščobah. 
Neselektivni katalitični antioksidanti salenskega tipa imajo v svoji strukturi mangan, 
koordiniran s štirimi aksialnimi ligandi. Mangan predstavlja centralni kation, ki je 
koordinativno vezan z dvema kisikovima in dvema dušikovima atomoma. Zaradi 
takšne strukture lahko saleni tvorijo več valenčnih stanj, in s tem je omogočeno 
odstranjevanje večjega deleža ROS ali RNS. Saleni izkazujejo samo 1% SOD-ne 
aktivnosti, vendar še vedno učinkovito preprečujejo nastanek oksidativnega stresa.  
Primer salena je spojina EUK 189 (slika 1), ki se je v in vivo študijah izkazala kot 
učinkovita zaščita mikroglije pred poškodbo z amiloidom beta. (8) Protein amiloid 
beta ima spremenjeno konformacijo, ki se odlaga v obliki plakov med celicami v 
možganih. V vzorcu likvorja določimo znižane vrednosti amiloida beta, ob hkratnem 
povišanju proteinov tau in fosfo-tau. Take vrednosti kažejo v prid nastanka 
Alzheimerjeve bolezni. Spojina EUK 189 je tako pomembna pri zdravljenju 
Alzheimerjeve bolezni. Saleni so učinkoviti tudi pri raznih kardiovaskularnih 







Slika 1: Primeri salenskih SOD mimetikov.  
 
➢ Metaloporfirini so najbolj raziskovana skupina katalitičnih antioksidantov in so 
kemijsko mezo-substituirani protoporfirini z manganovim z Mn3+ ali železovim Fe3+ 
ionom v sredini obroča. Kovinski ion koordinativno vežejo štirje aksialni dušikovi 
atomi. Metaloporfirini lahko odstranjujejo vodikov peroksid, peroksinitritni anion, 
superoksidni anion in lipidne perokside. Ker inhibirajo lipidno peroksidacijo delujejo 
kot zaščita pri pojavu endotoksičnega in hemoragičnega šoka ter akutne odpovedi 
ledvic. Zavirajo vnetje in apoptozo.  
Primer metaloporfirina je spojina AEOL-10113, ki prispeva k zakasnitvi klinične 








Ugotovitve kažejo, da je poleg odstranjevanja radikalov pomembna tudi inhibicija 
avtoimunske reakcije, ki vodi do nastanka diabetesa. Metaloporfirini delujejo kot 
potencialni imunomodulatorji, saj inhibirajo aktivacijo T-celic imunskega odziva. 
Poznamo nekaj bolezenskih stanj, pri katerih so se metaloporfirini izkazali kot 
učinkoviti:            
• z antigenom izzvana astma, 
• radiacijska fibroza, 
• nitratna toleranca, 
• cerebralna vazokonstrikcija, 
• diabetes, kolitis. (8) 
 
➢ Nitroksidi (hidroksilamini – reducirana oblika) so prav tako skupina neselektivnih 
katalitičnih antioksidantov. Predstavljajo stabilne radikale z antioksidantnimi 
lastnostmi (imajo superoksid dismutazno aktivnost) in vstopajo v enoelektronske 
redoks reakcije s O2
•‾. Tako odstranjujejo H2O2 in O2
•‾.  
Učinkovine TEMPO, TEMPOL, TEMPON (slika 3) so v fazi kliničnega 




Slika 3: Predstavniki nitroksidnih radikalov.  
 
Struktura in stabilnost nitroksidov: 
Stabilnost radikalov je odvisna od možnosti obstoja delokalizacije elektrona in ali 
sterične strukture, ki inhibira dimerizacijo molekul. (12) Prav tako se njihova 
stabilnost poveča, ko je elektron ujet nekje v omejenem področju molekule, kar je 
značilno za nitroksidne radikale. Nesparjen elektron je tako nekje v območju med 
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kisikovim in dušikovim atomom. Metilne skupine predstavljajo sterične ovire 
molekul, kar nitroksidnim radikalom onemogoča reakcije, značilne za radikale. 
Nitroksidi so zato stabilne spojine, kar nam omogoča izvedbo raznih kemičnh reakcij 
in postopkov, brez posledic za nesparjen elektron.  
Ločimo različne tipe nitroksidnih radikalov, kjer so metilne (funkcionalne) skupine 
vezane na ogljiku 5 členskega (pirolidin, pirolin, oksazolidin) ali 6-členskega obroča 
(piperidin). (13) 
 
Za razvoj mimetikov encimskih antioksidantov je pomembno dobro poznavanje 











3 SUPEROKSID DISMUTAZA 
 
 
Slika 4: Trakasti diagram tetramerne humane superoksid dismutaze 2 (SOD 2). 
Manganovi ioni so prikazani vijolično. (14) 
 
Zaščito celice pred radikali predstavljajo tudi antioksidantni encimi. Poznamo dve vrsti 
takšnih encimov, in sicer: hidroperoksidaze (glutationska peroksidaza in katalaza) in 
superoksid dismutaze (slika 4). (5) 
Superoksid dismutaza (v nadaljevanju SOD) je encim, ki sta ga leta 1968 odkrila Fridovich  
in McCord. SOD, ki v reakcijah sodeluje s hidroperoksidazami (glutationska peroksidaza in 
katalaza), spada v družino encimov - metaloproteinov. V telesu odstranjuje superoksidni 
anion. Nekatalizirana spontana reakcija je počasna, zato lahko superoksid oddifundira daleč 
od mesta nastanka. (6) 
 
3.1 Funkcija SOD 
 
Funkcija SOD je odstranjevanje superoksida - prvega radikala v verigi kisikovih radikalov 
oziroma kisikovih reaktivnih spojin. Torej je prisotnost SOD nujno potrebna za normalno 
delovanje celice. Ko se zmanjša aktivnost SOD ali se SOD poškoduje, to privede do večanja 
koncentracij superoksida in posledično se poveča tudi koncentracija hidroperoksilnega 
radikala (HOO•), ki lažje difundira in je reaktivnejši od superoksida. 
Superoksid dismutaza odstranjuje superoksidni anion (superoksid) tako, da v reakciji 
dismutacije pretvori dve molekuli superoksida v molekulo kisika in molekulo vodikovega 
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peroksida. Ta reakcija je tudi glavni vir nastanka vodikovega peroksida. (5) 
Glavna reakcija je dismutacija, ki poteka v dveh stopnjah: 
 
M(n+1)+-SOD + O2
•- → Mn+-SOD + O2                      kred 
Mn+-SOD + O2
•- + 2 H+ → M(n+1)+-SOD + H2O2       kox 
Kjer je M = Cu (n=1); Fe (n=2); Ni (n=2); Mn (n=2). (11) 
 
Celotno reakcijo sestavljata dve sklopljeni enoelektronski redoks reakciji. Encim lahko v 
svoje aktivno mesto naenkrat sprejme eno molekulo superoksida, zato na produkt encimske 
redoks reakcije vpliva oksidacijsko stanje iona kovin prehoda. Če ima kovina višje 
oksidacijsko število, se elektron prenese iz superoksida na kovinski kation in poteče 
oksidacija do kisika. Kovinski kation (Mn2+) v sproščenem aktivnem mestu nato pritegne 
naslednjo molekulo superoksida, ji odda elektron in jo reducira do vodikovega peroksida. 
To predstavlja katalitični cikel, ki se imenuje »ping pong« mehanizem in se ponovi. (8) 
SOD je kinetično eden najhitrejših encimov v naravi. Kinetična konstanta 2× 109 L mol-1 s-
1 kaže, da je hitrost reakcije dismutacije omejena le z difuzijo superoksida v aktivno mesto 
radikala. (4) 
 
3.2 Izoencimi SOD 
 
SOD ločimo glede na vsebnost kovinskega iona v aktivnem centru in glede nahajališča v 
celici (slika 5): 
➢ SOD 1: SOD - Cu/Zn je dimer in se nahaja v citoplazmi. Ima 2 proteinski podenoti, kjer ima 
vsaka svoje aktivno mesto, kjer sta Zn2+in Cu2+. Cink stabilizira encim, bakrov ion pa 





Slika 5: Izoencimi SOD. (15) 
 
➢ SOD 2: SOD – Mn je tetramer in se nahaja v mitohondrijih, ima 4 podenote z 2 do 4 ioni 
Mn3+. 
➢ SOD 3: SOD – Fe ima 2 proteinski podenoti in je prisoten le v prokariontskih celicah v 
ekstracelularni tekočini ter na celični površini. 
➢ SOD 4: SOD - Ni, vsebujejo bakterije iz rodu Streptomyces in nekatere cianobakterije. Je 
tetramer ali heksamer, in se v svoji strukturi razlikuje od drugih SOD. (5,16) 
 
3.3 Aktivnost SOD in posledice njene odsotnosti 
 
Aktivnost encima SOD je tkivno specifična. Največja aktivnost SOD je v jetrih, saj je zaradi 
intenzivnega metabolizma, obremenitev z radikali v jetrih največja. Aktivnost 
ekstracelularne SOD pa je največja v pljučih. 
 
Zmanjšana aktivnost izoencimov SOD lahko privede do različnih bolezenskih stanj: 
➢ SOD 1 je povezan z nastankom ishemije in nevrodegenerativnih obolenj 
(Parkinsonova in Alzheimerjeva bolezen). 
Premajhno izražanje SOD 1 privede do povečane količine peroksinitritnega aniona, 
kar povzroči povečano nitriranje tirozinskih fenilnih obročev. (8) 
Nedavno so odkrili, da lahko mutacija v SOD 1 povzroči pojav dedne oblike bolezni 
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amiotrofične lateralne skleroze (ALS ali bolezen Lou Gehrig). (17) 
 
➢ SOD 2 je povezan z odpovedjo srca in nastankom nevrodegenerativnih bolezni. 
Izguba SOD 2 je za organizem smrtna, ker povečana količina superoksidnega 
radikala inhibira dihalno verigo. Zmanjšano delovanje SOD 2 poveča lipidno 
peroksidacijo in mitohondrijsko vakuolizacijo.  
➢ SOD 3 je povezan z nastankom hipoksičnih respiratornih bolezni in cerebralno 
ishemijo. (8) 
 
3.4 Določanje superoksid dismutazne aktivnosti 
 
Superoksid dismutazno aktivnost in ali raven proteina SOD lahko merimo z imunološko 
metodo, z direktno metodo in z indirektno (Fridovichevo metodo). Ker se encima 
Cu/ZnSOD in MnSOD strukturno razlikujeta ju lahko detektiramo z imunološko metodo, 
saj protitelesa ne morejo navzkrižno reagirati. Direktno lahko merimo SOD aktivnost s 
pomočjo pulzne radiolize, ki je uporabna pri proučevanju mehanizma encimske aktivnosti. 
Superoksid dismutazno aktivnost lahko določimo še s tehniko zaustavljenega pretoka, s 
pomočjo spektrofotometra. 
Največkrat se v laboratorijih uporablja indirektna metoda, pri kateri nastane superoksid, ki 
reagira z označevalcem. McCord in Fridovich sta prav tako uporabljala indirekto metodo za 
določanja SOD-ne aktivnosti. (16) 
 
3.4.1 Določanje superoksid dismutazne aktivnosti z indirektno 
(Fridovichevo) metodo in interference v metodi 
 
Pri tej metodi nastane superoksid pri fiziološkem pH, ko ksantinu dodamo ksantin oksidazo. 
Nastali superoksid nato reducira citokrom c: 
Citokrom c (Fe3+) + 2O2
•‾ 
 
→ Citokrom c (Fe2+) + O2, 
kar se odraža kot povečana absorbanca pri 550 nm, ki jo lahko merimo z UV-VIS 
spektrofotometrom. Dodan encim SOD odstrani superoksid in tako prepreči spremembo 
absorbance. V prisotnosti spojin, ki so sposobne reagirati s superoksidom, je citokrom c 
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zaščiten pred redukcijo, saj dodan SOD mimetik odstranjuje superoksid iz reakcijske zmesi. 
Metoda temelji na tem, da prisotnost katalaze odstranjuje H2O2, ki je stranski produkt 
dismutacijske reakcije ob nastanku superoksidnega radikala. H2O2 lahko reagira s kovinskim 
kompleksom in lahko predstavlja interferenco. 
Zbiranje podatkov temelji na primerjavi dveh hitrosti sprememb absorbance (∆A550/∆t), in 
sicer: hitrosti sprememb absorbance (∆A550/∆t) v odsotnosti SOD mimetika (V0), s 
primerjavo hitrosti sprememb (padca) aborbance (∆A550/∆t) ob prisotnosti SOD mimetika 
(Vc). Aktivnost SOD je pojasnjena kot koncentracija, ki zmanjša hitrost redukcije citokroma 
c za 50% (I50). S pomočjo umeritvene krivulje in izračunanih vrednosti (V0/Vc) – 1, dobimo 
I50 za vse testirane spojine. 
Pri indirektni metodi določanja delovanja SOD je težava v tem, da lahko podobno delovanje 
kot ga ima SOD, kaže vsak vzorec, ki zavira nastanek superoksida (inhibira ksantin 
oksidazo). Iz omenjenega razloga, se ob uporabi ksantin oksidaze za nastanek superoksida, 
delovanje encima lahko (mora) preveriti z merjenjem urata kot končnega produkta.  
Prav tako ima metoda še eno interferenco, in sicer: tkivni ekstrakt, ki vsebujejo citokrom 
oksidazo. Ta encim oksidira reduciran citokrom c, zato se dodajo nizke koncentracije 
inhibitorjev (cianid). S tem onemogočimo, da bi citokrom c postal substrat za citokrom 
oksidazo in preprečimo interferenco. 
Superoksid lahko reducira tudi veliko drugih substanc, zato lahko citokrom c nadomestimo 
















4 NAMEN DELA 
 
Ker se je uporabnost SOD mimetikov izkazala kot učinkovita pri različnih bolezenskih 
stanjih, želimo najti spojine, ki bi učinkovale kot SOD mimetiki. Cilj naloge bo ovrednotiti 
16 testiranih spojin (I50), ki bi izkazale SOD-mimetično aktivnost. 
Katalitično aktivnost bomo ovrednotili tako, da bomo s pomočjo spektrofotometra izmerili 
hitrosti sprememb absorbance (∆A550/∆t) citokroma c v prisotnosti različnih koncentracij 
testiranih spojin. Izmerili bomo nezmanjšano hitrost redukcije citokroma c (V0) in 
zmanjšano hitrost redukcije citokroma c (Vc) ter izračunali (V0/Vc) – 1 vrednosti, iz katerih 
bomo s pomočjo umeritvene krivulje določili koncentracijo, ki zmanjša redukcijo citokroma 

























5 MATERIALI IN METODE  
5.1 Materiali 
 
➢ Testirane spojine 
Na Katedri za farmacevtsko kemijo, na Fakulteti za farmacijo smo testirali 16 spojin. Za 
vsako spojino smo opravili šest meritev hitrosti redukcije citoktoma c, za šest različnih 
koncentracij testirane spojine, in po eno meritev za določitev slepega vzorca (V0). 
V preglednici 1 so opisane testirane spojine, ki predstavljajo potencialne SOD mimetike.  
Spojine so bile v obliki barvnih kristalov ali praškastih delcev, razen spojina 5 (PJM-324), 
ki je bila v tekočem agregatnem stanju (oljnata, rjava spojina). Vse spojine so se topile v 
fosfatnem pufru, razen spojina 12 (MHNi-2), ki je raztopljena s pomočjo dH2O in 1 M HCl, 




























































































































































































































































o Destilirana voda 
Je voda brez ionov, elementov v sledovih in nečistoč, ki so prisotne v vodovodni vodi. 
Uporabili smo jo kot topilo. 
 
o Fosfatni pufer (PBS) 
Pripravili smo 0,01 M PBS, s pH 7,4, saj smo ga potrebovali kot topilo. Uporabili smo 
dinatrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) in natrijev dihidrogenfosfat (NaH2PO4), proizvajalca 
SIGMA. 
Priprava: 
0,1 M fosfatni pufer smo pripravili tako, da smo natehtali 2,747 g Na2HPO4 in 0,6779 g 
NaH2PO4 v merilno bučko, ki smo jo dopolnili z bidestilirano vodo do oznake 250 mL. 
0,01 M fosfatni pufer smo pripravili tako, da smo v 50 mL merilno bučko odmerili 5 mL 0,1 
M fosfatnega pufra ter dodali bidestilirano vodo do oznake. 
 
o Natrijev hidroksid (NaOH) 
Raztopina NaOH je jedka tekočina brez barve in vonja. Uporabili smo NaOH proizvajalca 
Merck kot topilo za ksantin. 
Priprava:  
V 50 mL merilno bučko smo zatehtali 4 g granul natrijevega hidroksida in do oznake 
napolnili z destilirano vodo. Dobili smo 2 M raztopino NaOH. Pri nalogi smo potrebovali 
0,02 M raztopino NaOH, zato smo osnovno raztopino 100× redčili. 0,02 M raztopino NaOH 
smo pripravili tako, da smo odmerili 9900 µL destilirane vode in dodali 100 µL 2 M 
raztopine NaOH. 
 
o Metanol (CH3OH) 
Je lahko vnetljiva, brezbarvna tekočina, ki lahko ob vdihavanju povzroči motnje centralnega 
živčnega sistema. Prav tako je strupena ob stiku s kožo ali zaužitju. Uporabili smo metanol 
proizvajalca Carbo Erba Reagents (19).  




o Ksantin (C5H4N4O2) (slika 6) 
  
 
Slika 6: Struktura ksantina. (20) 
 
Je intermediat pri razgradnji purinskih baz, kjer se s pomočjo ksantin oksidaze oksidira do 
sečne kisline. Ksantin in ksantin oksidazo bomo uporabili kot substrat za tvorbo O2
•‾, ki ga 
izkoriščamo pri merjenju aktivnosti SOD. (20) 
Uporabili smo Xanthine (kataloška številka X 0626) proizvajalca SIGMA z molekulsko 
maso 152,11 g/mol.  
Priprava: V 2 mL 0,02 M NaOH smo raztopili 0,30 mg ksantina in ga sonicirali v ultrazvočni 
kadički, da smo dobili 1 mM bistro raztopino in ga do uporabe hranili na ledu. Pripravljena 
raztopina je bila stabilna 1 teden pri 2 - 8 ºC. 
 
o Katalaza 
Živalske katalaze so tetrameri. Vsaka od štirih podenot ima v aktivnem mestu vključeno po 
eno molekulo hema z Fe(III). Goveja katalaza je sestavljena iz štirih polipetidnih verig (β 
antiparalelnih nagubanih listov in vijačnih insercij (vozlov) ter α vijačnic). Katalaza, 
podobno kot SOD, katalizira reakcijo dismutacije, kjer se prva molekula vodikovega 
peroksida reducira do vode, druga pa se oksidira do kisika: (21) 
2 H2O2 → 2 H2O + O2 
Uporabili smo Catalase iz govejih jeter (kataloška številka C9322-16) proizvajalca SIGMA, 
z molekulsko maso ~250 kDa. Hranimo jo pri temperaturi -20 ºC. (22) 
Priprava: v 1 mL fosfatnega pufra (0,01 M, pH 7,4) smo raztopili 5 mg katalaze in jo 
sonicirali v ultrazvočni kadički, da smo dobili bistro raztopino. Do uporabe smo jo hranili 
na ledu.  
Nepravilno shranjevanje, zamrzovanje, večkratno tajanje, izpostavljanje kislinam ali bazam 
lahko privede do porušenja strukture encima, kar povzroči izgubo aktivnosti. Iz navedenih 




o Ksantin oksidaza (slika 7) 
 
Slika 7: Kristalografska zgradba monomera goveje ksantin-oksigenaze. 
Prikazani so: vezani FAD (rdeče), gruča FeS (oranžno), molibdopterinski kofaktor z 
molibdenom (rumeno) in salicilat (modro). (23) 
 
Ksantin oksidaza je najbolj znan predstavnik molibdenovih metaloproteinov. V organizmu 
opravlja številne naloge. Primarna fiziološka funkcija je kataliza zadnjih dveh stopenj v 
pretvorbi purinov (npr. adenina in gvanina) v sečno kislino.  
Encim uporablja superoksidni radikal, ki se z dismutacijo pretvori v vodikov peroksid. V 
reakciji pride do prenosa kisikovega atoma iz molekule vode na ogljikov atom substrata. 
Potek reakcije je značilen za celotno ksantin-oksidazno skupino encimov: 
RH + H2O →ROH + 2H
+ + 2e-  
Poleg dokazane vloge pri nastanku reaktivnih kisikovih zvrsti (H2O2, O2
•‾, posredno pa tudi 
•NO in peroksinitrita), ima ksantin-oksidaza tudi antioksidativno delovanje. Sečna kislina, 
ki nastaja kot produkt metabolizma purinov, je plazemski antioksidant, ki se lahko oksidira 
do relativno stabilnih in netoksičnih produktov. Njena prisotnost je v telesu zelo pomembna 
pri zaščiti celice pred oksidacijo, povzročeno s hidroksilnimi radikali, hipokloriti in 
peroksinitriti. V primerjavi z drugimi antioksidanti je sečna kislina v telesu prisotna v večjih 
količinah. (24)  
Ksantin oksidazo smo uporabili skupaj s ksantinom za tvorbo O2
•‾, ki ga potrebujemo pri 
merjenju aktivnosti SOD. 
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Uporabili smo Xanthine Oxidase (1,0 – 2,0 encimske enote/mg proteina) iz govejega mleka 
(kataloška številka X 4500), proizvajalca SIGMA.  
Hranimo jo pri temperaturi 2 – 8 ºC. (25) 
Priprava: ker je aktivnost encima ksantin oksidaze odvisna tudi od zunanjih dejavnikov 
(temperature, pH, stabilnosti reagenta), smo morali pripraviti različne koncentracije ksantin 
oksidaze. Ksantin oksidazo smo 350×, 300×, 285×, 250× ali 200× redčili. Primer, ko smo 
ksantin oksidazo 200× redčili: s pipeto smo odmerili 10 µL ksantin oksidaze (suspenzija v 
2,3 M raztopini (NH4)2SO4, 10 mM natrijevem fosfatnem pufru, pH 7,8, ki vsebuje 1 mM 
EDTA in 1 mM natrijev salicilat) (13) in 1990 µL fosfatnega pufra (0,01 M, pH 7,4) in ga 
do analize hranili na ledu. 
 
o Citokrom c 
Citokromi so membransko vezani encimi - monooksigenaze, ki katalizirajo reakcijo 
oksidacije različnih endogenih snovi in v telo vnesenih ksenobiotikov. (26) 
Citokrom c (slika 10) je primarno znan kot mitohondrijski protein, ki nosi elektron. Prehod 
citokroma c med železovim(III) in železovim(II) stanjem v celici je učinkovit biološki 
elektronski transporter in ima pomembno vlogo pri celični oksidaciji v rastlinah in živalih. 
Njegova glavna funkcija v celičnem dihanju je transport elektronov iz citokrom c 
reduktaze (kompleks III) v citokrom oksidazo (kompleks IV). (27) 
 
 
Slika 8: Tridimenzionalna struktura citokrom c (zelena) 





Uporabili smo Cytochrome c (oksidirana oblika) iz konjskega srca (kataloška številka 
C2506), v obliki liofiliziranega praška, proizvajalca SIGMA. Hranjen pri temperaturi -20 ºC 
je stabilen 5 let. (27) 
Priprava: 10 mg citokroma c smo raztopili v 1 mL fosfatnega pufra (0,01 M; pH 7,4) in ga 
do uporabe hranili na ledu. Raztopljen je stabilen 6 mesecev pri -20 ºC, 2 tedna pri 2 – 8 ºC 
ali tri dni pri sobni temperaturi 20 – 25 ºC. (27) 
 
➢ Merilni pripomočki in ostali laboratorijski material 
• avtomatske pipete (Eppendorf: 20 – 100 µL; Brand transferpette: 0,5 – 5 mL, 100 – 
1000 µL, 10 – 100 µL), 
• nastavki za pipete, 
• laboratorijske čaše 50 mL, erlenmajerica 250 mL, 
• 5 mL penicilinke s pokrovčki, 
• plastične kivete 1,5 mL, semimikro Brand transferpette (12,5 × 12,5 × 45 mm), 
Nemčija, 
• posoda s pokrovom in led, (slika 9) 
• laboratorijska spatula, 
• posoda za odpad, papirne brisače, 








➢ Merilni instrumenti in druga laboratorijska oprema 
• UV-Visible spectrophotometer 50 Conc proizvajalca Varian, Kalifornija, 
• pH meter, Mettler toledo, d.o.o., MP 220, Švica, 
• Metter analitska tehtnica Mettler toledo, d.o.o., AG 245, Švica, 
• ultrazvočna kadička Sonis 4, Iskra PIO, d.o.o., Slovenija. 
 
5.2 Metode dela 
 
5.2.1 Avtomatizirana metoda 
S pomočjo UV-VIS spektrofotometra (slika 10) in s pomočjo umeritvene krivulje smo 
testiranim spojinam kvantitativno določili koncentracije, ki delujejo kot potencialni SOD 





Slika 10: UV-Visible spectrophotometer 50 Conc. 
 
5.2.2 Postopek testiranja spojin 
1. Pripravo osnovnih raztopin in reagentov smo opisali že v odstavku osnovne raztopine 
in reagenti. 
2. Priprava testiranih spojin:  
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a) Najprej natehtamo testirane spojine in jih pripravimo v penicilinkah, z različnimi 
koncentracijami (c = 2× 10-2 M = 20 mM v metanolu; V = 2 mL): 
Primer: Spojina 1: 
M = 235,35 g/mol     
c1 = 2× 10
-2 M 
V (MeOH) = 2 mL           
m = M × c × V   
b) V drugem koraku naredimo redčitev: 900 µL MeOH + 100 µL testirane spojine 
1 iz točke a) (20 mM), dobimo c2 = 2× 10
-3 M raztopino. 
c) Odmerimo 1800 µL pufra + 200 µL spojine 1 iz točke b) (2 mM), dobimo c3 = 
2× 10-4 M. Raztopina nam predstavlja osnovno raztopino, ki jo naprej redčimo. 




Slika 11: Penicilinke z različnimi koncentracijami. 
 
V prvi penicilinki (od leve proti desni, slika 11) je osnovna najbolj koncentrirana raztopina, 
c = 2× 10-4 M, in jo v nadaljnih korakih redčimo. V drugi penicilinki je raztopina s 
koncentracijo c = 1× 10-4 M, v tretji je raztopina s koncentracijo c = 5× 10-5 M, v četrti 
raztopina s koncentracijo c = 2,5× 10-5 M, v peti raztopina s koncentracijo c = 1,25× 10-5 M, 




e) V tem koraku pripravimo kivete z reakcijsko mešanico testirane spojine, z 
ustreznimi koncentracijami (slika 12) 
➢ kontrolni (slepi) vzorec zajema: VZVo = 1714 µL PBS + 124 µL citokrom c + 
100 µL ksantin + 12 µL katalaza + 50 µL ksantin oksidaza 
Ob vrsti testiranih raztopin, vzporedno pripravimo še kontrolni (slepi) vzorec (VZVo), 
ki vsebuje enake sistemske tekočine in reagente kot vzorčne raztopine, vendar brez 
dodatka testirane spojine. Izmerjen V0 služi kot kalibracija in predstavlja 
nezmanjšano hitrost redukcije citokroma c. 
➢ vzorčna raztopina zajema: VZVc = 1514 µL PBS + 124 µL citokrom c + 100 µL 
ksantin + 12 µL katalaza + 50 µL ksantin oksidaza (dodamo pred merjenjem) + 
200 µL vzorca določene koncentracije 
Takoj, ko dodamo encim ksantin oksidazo, pride do nastanka O2⦁
-, zato ga dodamo 
v kiveto tik pred meritvijo.  
 
 
Slika 12: Kiveti z reakcijsko mešanico za testiranje. V levi kiveti je reakcijska mešanica z 
vzorcem, brez ksantin oksidaze, v desni kiveti je dodan encim. 
 
3. Kiveto z reakcijsko mešanico vstavimo v spektrofotometer, ki ima znotraj ohišja 
tesrmostat, ki zagotavlja stabilno temperaturo (20 – 21 ºC). Vzorec s končnim 
volumnom 2000 µL dobro premešamo in začnemo z merjenjem.  
4. S pomočjo spektrofotometra izmerimo hitrost naraščanja absorbance pri valovni 
dolžini 550 nm v odvisnosti od časa (ΔA/Δt). Analizator naredi 6 meritev na minuto. 





Slika 13: Vidni spektri citokroma c posneti v minutnem intervalu po dodatku ksantin 
oksidaze. 
 
Slika 13 sprikazuje vidne spektre citokroma c v fosfatnem pufru (pH 7,4). Spektri so zbrani 
vsako minuto med tvorbo O2
•‾ od časa 0 do 600 sekund. Pri valovni dolžini 550 nm se dobro 
vidi redukcija citokroma c in posledična porast absorbance. (18) 
 
5.2.3 Potek reakcij 
 
Reakcije potekajo pri sobni temperaturi (20 – 21 ºC). Temperatura vpliva na: hitrost 
encimskih in redoks reakcij, stabilnost encima (denaturacija) in na stopnjo ionizacije 
skupin, ki so udeležene pri katalizi. Povišanje temperature vpliva na hitrejši potek reakcij.  
Superoksid (O2
•‾) nastane v encimsko katalizirani reakciji: 
ksantin + O2 + H2O 
ksantin oksidaza→ sečna kislina + O2
•‾ + H+ 
➢ Pri tem se oksidiran citokrom c reducira s O2•‾: 
Citokrom(Fe3+) c + O2
•‾ → citokrom(Fe2+) c + O2 
➢ Stopnjo redukcije spremljamo s pomočjo spektrofotometra pri valovni dolžini 
550 nm. 
➢ SOD mimetiki tekmujejo za reakcijo s O2•‾ , in s tem preprečijo redukcijo 
citokroma c: 
M(n+1)+-SOD + O2




•‾ + 2 H+ → M(n+1)+-SOD + H2O2 
Kjer je M = Cu (n=1); Fe (n=2); Ni (n=2); Mn (n=2)   
➢ Katalaza pretvori H2O2 v vodo in kisik. (4, 18) 
 
5.2.4 Kvantitativno določanje koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% 
Pred vsakim začetkom merjenja testiranih spojin smo izmerili V0 s katerim kalibriramo 
metodo, in pomeni nezmanjšano hitrost redukcije citokroma c (ΔA/Δt). V0 izmerimo v 
mejah 0,025-0,030 ± 0,005 min‾¹. V primeru, da vrednost V0 ni znotraj meja, je potrebna 
sprememba koncentracije encima ksantin oksidaze. Ko smo »uravnali« vrednost V0, smo 
merili testirane spojine. Pomerili smo testirane spojine z različnimi, prej pripravljenimi 
koncentracijami. Za vsako spojino smo pri različnih koncentracijah dobili vrednosti Vc 
(ΔA min‾¹), ki jih spektrofotometer preračuna s pomočjo absorbcijske krivulje. 
 
5.2.5 Statistična obdelava podatkov 
Vrednosti Vc in V0, smo s pomočjo računalniškega programa Microsoft Excel 2016, 
vnesli v tabelo in si tako pripravili podatke za grafični prikaz umeritvene krivulje za 
vsako testirano spojino. V naslednjem koraku smo s pomočjo umeritvene krivulje pri 
vrednosti 1 na y osi izračunali koncentracijo, ki zmanjša redukcijo citokroma c za 50% 
(I50). Izračunano koncentracijo smo podali kot x ± SN (standardna napaka).  
Prav tako smo iz dobljenih podatkov izračunali enačbo linearne regresijske premice, 
koeficient determinacije in standardno napako regresijske ocene. 
 
 
➢ Linearna regresijska premica 
Z metodo linearne regresije določimo enačbo krivulje, ki se najbolj prilega podatkom o 
povezanosti dveh spremenljivk. Medsebojno povezavo in linearno medsebojno odvisnost 
bomo prikazali med odvisno spremenljivko (Vc/V0) -1 in neodvisno spremenljivko x (iskano 
koncentracijo testirane spojine, ki zmanjša hitrost redukcije citokroma c za 50%)). Povezavo 
prikažemo z enačbo regresijske premice, ki smo jo izračunali za vsako testirano spojino: 
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y = a + bx, kjer je  
 
y…...absorbanca 
a……odmik regresijske premice na ordinati, 
b……naklon regresijske premice, 
x……koncentracija testirane spojine (ki jo iščemo) (29, 30). 
 
➢ Koeficient determinacije 
Koeficient determinacije (R2xy) vrednoti kakovost modela. Z njim merimo linearno 
povezanost, določeno z regresijsko premico. Predstavlja razmerje med pojasnjeno in skupno 
varianco. Z njim ocenimo linearno povezanost med odvisno spremenljivko: (V0/Vc) - 1 in 
neodvisno spremenljivko x (iskano koncentracijo testirane spojine, ki zmanjša hitrost 
redukcije citokroma c za 50 % (I50)). Dobro linearno povezavo med spremenljivkama kaže 




2) / (Σ(y – ypv)
2), kjer je 
 
R2xy…..koeficient determinacije,  
y……..dejanska vrednost dane spremenljivke, 
 y, …... predvidena vrednost iste spremenljivke y ob znani korelaciji med x in y ter vrednosti 
x. (31) 
 
➢ Standardna napaka predvidenih vrednosti y za vsak x v regresiji 
Standardna napaka (SN) je mera za obseg napake v napovedi y-a za posamezni x. SN dobimo 
z nepojasnjeno varianco, ki meri razpršenost točk okoli regresijske krivulje. Odkloni ocen 
od dejanske vrednosti se lahko porazdeljujejo normalno. Standardna napaka je pri linearni 
regresijski odvisnosti enaka: 
 
𝜎e = 𝜎y × √1 − 𝑟𝑥𝑦 ² , kjer je 
 
𝜎e……standardna napaka regresijske ocene, 
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𝜎y……standardna napaka odvisne spremenljivke, 
rxy
2…...koeficient determinacije. (32) 
 
Pri statistični analizi smo uporabili statistično funkcijo STEYX v programu Excel (Microsoft 





(∑(𝑦 − 𝑦′)2 −
(∑(𝑥−𝑥′)(𝑦−𝑦′))2
∑(𝑥−𝑥′)2
), kjer je 
 
n….. velikost vzorca,  
y….. obseg odvisnih podatkovnih točk,  
y'…..vzorčna srednja vrednost y,  
x….  obseg neodvisnih podatkovnih točk,  
























V tem poglavju predstavljamo rezultate vseh meritev. Tabelarični in grafični prikaz meritev 
obsega rezultate pri različnih koncentracijah testiranih spojin. Tabelarično prikažemo s 
pomočjo spektrofotometra dobljene vrednosti: nezmanjšane hitrosti redukcije citokroma c 
(V0), zmanjšane hitrosti redukcije citokroma c (Vc) in standardne napake meritev. Prikazane 
so izračunane vrednosti (V0/Vc) – 1, ki jih uporabimo za določitev iskane koncentracije 
testiranim spojinam (I50). Prav tako v tem poglavju naredimo statistično analizo rezultatov. 
Za vsako testirano spojino podamo enačbo regresijske premice, koeficient determinacije, 

























6.1 Tabelarični in grafični prikaz meritev testiranih spojin 
 
Preglednica 2: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 1. 
SPOJINA 1 V0 = 0,024 ± 0,007  
 
Redčitve spojine 




(V0/Vc)-1 SN (±) 
200 0,0141 0,7021 0,0072 
100 0,017 0,4117 0,0056 
66,7 0,0197 0,2182 0,0038 
50 0,0205 0,1707 0,0035 
25 0,0218 0,1009 0,0019 
20 0,0233 0,0300 0,0018 
 
 
Slika 14: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 1. 
 
Enačba regresijske premice: y = 0,0037 x - 0,0091 
Koeficient determinacije R2 = 0,9829 
Standardna napaka predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 0,0361 µM 




Preglednica 3: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 2. 
SPOJINA 2 V0 = 0,0298 ± 0,0009  
 
Redčitve spojine 




(V0/Vc)-1 SN (±) 
200 0,0118 1,5254 0,0076 
100 0,0169 0,7633 0,0061 
66,7 0,0203 0,4679 0,0049 
50 0,0231 0,2900 0,0039 
25 0,0265 0,1245 0,0023 




Slika 15: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 2. 
 
Enačba regresijske premice: y =0,008 x - 0,0708 
Koeficient determinacije R2 = 0,9979 
Standardna napaka predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 0,0277 µM 





Preglednica 4: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 3. 
SPOJINA 3 V0 = 0,0237 ± 0,0013  
 
Redčitve spojine 




(V0/Vc)-1 SN (+-) 
200 0,0097 1,4433 0,0054 
100 0,0137 0,7299 0,0038 
66,7 0,017 0,3941 0,0031 
50 0,019 0,2474 0,0026 
25 0,0222 0,0676 0,0017 




Slika 16: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 3. 
 
 
Enačba regresijske premice: y = 0,0077 x - 0,0947 
Koeficient determinacije R2 = 0,9928 
Standardna napaka predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 0,0494 µM 





Preglednica 5: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 4. 
SPOJINA 4 V0 = 0,0306 ± 0,0007  
 
Redčitve spojine 




(V0/Vc)-1 SN (±) 
200 0,0068 3,5 0,0048 
100 0,0093 2,2903 0,0057 
66,7 0,011 1,7818 0,0055 
50 0,0112 1,7321 0,0053 
25 0,0181 0,6906 0,0043 




Slika 17: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 4. 
Enačba regresijske premice: y = 0,0145x + 0,7192 
Koeficient determinacije R2 = 0,9343 
Standardna napaka predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 40,24 µM 






Preglednica 6: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 5. 
 
SPOJINA 5 V0 = 0,028 ± 0,0006   
Redčitve spojine 




(V0/Vc)-1 SN (±) 
182 0,012 1,3333 0,0062 
91 0,0182 0,5385 0,0049 
60,7 0,0212 0,3208 0,0038 
45,5 0,0222 0,2613 0,003 
22,75 0,0255 0,0980 0,0019 





Slika 18: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 5. 
 
Enačba regresijske premice: y = 0,0075x - 0,074 
Koeficient determinacije R2 = 0,985 
Standardna napaka predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 152,4699 µM 
Vrednost I50 za spojino 5: 143,9 ± 8,6 µM 
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Preglednica 7: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 6. 
SPOJINA 6 
 
V0 = 0,028 ± 0,0006  
 
Redčitve spojine 




(V0/Vc)-1 SN (±) 
200 0,0153 0,8301 0,0081 
100 0,0186 0,5054 0,0057 
66,7 0,0217 0,2903 0,0047 
50 0,0216 0,2963 0,0054 
25 0,025 0,1200 0,0028 




Slika 19: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 6. 
 
Enačba regresijske premice: y = 0,0042x + 0,0212 
Koeficient determinacije R2 = 0,9646 
Standardna napaka predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 0,0605  µM 




Preglednica 8: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 7. 
SPOJINA 7 V0= 0,028 ± 0,0006   
Redčitve spojine 




(V0/Vc)-1 SN (±) 
200 0,0136 1,0588 0,0086 
100 0,0188 0,4894 0,0064 
66,7 0,0217 0,2903 0,0052 
50 0,0247 0,1336 0,0045 
25 0,024 0,1667 0,0025 
20 0,0274 0,0219 0,0021 
 
 
Slika 20: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 7. 
 
Enačba regresijske premice: y = 0,0056x - 0,0687 
Koeficient determinacije R2 = 0,9778 
Standardna napaka predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 0,0629 µM 






Preglednica 9: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 8. 
SPOJINA 8 V0 = 0,0262 ± 0,0008   
Redčitve spojine 




(V0/Vc)-1 SN (±) 
200 0,0138 0,8986 0,0071 
100 0,0178 0,4719 0,0057 
66,7 0,0193 0,3575 0,004 
50 0,0204 0,2843 0,0039 
25 0,0254 0,0315 0,0027 




Slika 21: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 8. 
 
Enačba regresijske premice: y = 0,0047x - 0,0139 
Koeficient determinacije R2 = 0,9716 
Standardna napaka predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 0,0604 µM 




Preglednica 10: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 9. 
SPOJINA 9 V0 = 0,0262 ± 0,0008   
Redčitve spojine 




(V0/Vc)-1 SN (±) 
200 0,013 1,0154 0,0083 
100 0,0179 0,4637 0,0059 
66,7 0,0204 0,2843 0,0049 
50 0,0231 0,1342 0,0046 
25 0,0253 0,0356 0,0028 




Slika 22: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 9. 
 
Enačba regresijske premice: y = 0,0057x - 0,1168 
Koeficient determinacije R2 = 0,9974 
Standardna napaka predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 0,0217 µM 




Preglednica 11: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 10. 
SPOJINA 10 
 
V0 = 0,0262 ± 0,0008  
 
Redčitve spojine 




(V0/Vc)-1 SN (±) 
200 0,013 1,0154 0,0083 
100 0,0179 0,4637 0,0059 
66,7 0,0204 0,2843 0,0049 
50 0,0231 0,1342 






Slika 23: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 10. 
Enačba regresijske premice: y = 0,0034x + 0,1461 
Koeficient determinacije R2 = 0,9605 
Standardna napaka predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 0,0571µM 





Preglednica 12: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 11. 
SPOJINA 11 
 
V0 = 0,0269 ± 0,0006  
 
Redčitve spojine 




(V0/Vc)-1 SN (±) 
200 0,0127 1,1181 0,0071 
100 0,0162 0,6605 0,0051 
66,7 0,0197 0,3655 0,0038 
50 0,0207 0,2995 0,0033 
25 0,0239 0,1255 0,0022 
20 0,0242 0,1116 0,0019 
 
 
Slika 24: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 11. 
 
Enačba regresijske premice: y = 0,0057 x + 0,0076 
Koeficient determinacije R2 = 0,9879 
Standardna napaka predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 0,0474µM 





Preglednica 13: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 12. 
SPOJINA 12 
 
V0 = 0,0269±0,0006  
 
Redčitve spojine 




(V0/Vc)-1 SN (±) 
200 0,0122 1,2049 0,007 
100 0,0184 0,4620 0,0054 
66,7 0,0214 0,2570 0,0042 
50 0,023 0,1696 0,0039 
25 0,0266 0,0113 0,0026 




Slika 25: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 12. 
 
Enačba regresijske premice: y = 0,0066x - 0,1533 
Koeficient determinacije R2 = 0,992 
Standardna napaka predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 0,0445µM 
Vrednost I50 za spojino 12: 173,8 ± 6,7 µM 
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Preglednica 14: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 13. 
SPOJINA 13 
 
V0 = 0,0269 ± 0,0006  
 
Redčitve spojine 




(V0/Vc)-1 SN (±) 
200 0,0152 0,7697 0,0028 
100 0,0199 0,3518 0,0022 
66,7 0,0246 0,2683 
0,0011(V0 = 0312 ± 
0,0005) 
50 0,0245 0,2735 0,0008 
25 0,0268 0,1642 0,0004 
 
 
Slika 26: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 13. 
Enačba regresijske premice: y = 0,0034x + 0,0638 
Koeficient determinacije R2 = 0,9744 
Standardna napaka predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 0,0435µM 





Preglednica 15: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 14. 
SPOJINA 14 V0 = 0,0291 ± 0,0012   
Redčitve spojine 




(V0/Vc)-1 SN (±) 
200 0,0149 0,9530 0,0076 
100 0,0174 0,6724 0,0055 
66,7 0,0195 0,4923 0,0036 
50 0,0213 0,3662 0,0039 





Slika 27: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 14. 
 
Enačba regresijske premice: y = 0,0042x + 0,1566 
Koeficient determinacije R2 = 0,9419 
Standardna napaka predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 0,0845µM 




Preglednica 16: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 15. 
SPOJINA 15 V0 = 0,0291±0,0012   
Redčitve spojine 




(V0/ Vc)-1 SN (+-) 
200 0,0144 1,0208 0,0074 
100 0,0171 0,7018 0,0058 
66,7 0,0204 0,4265 0,0045 
50 0,022 0,3227 0,0042 





Slika 28: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 15. 
 
Enačba regresijske premice: y = 0,0049x + 0,0950 
Koeficient determinacije R2 = 0,9581 
Standardna napaka ,predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 0,0817 µM 




Preglednica 17: Hitrosti (Vc) redukcije citokroma c pri različnih redčitvah spojine 16. 
SPOJINA 16 V0 = 0,0303 ± 0,0002   
Redčitve spojine 




(V0/Vc)-1 SN (+-) 
4 0,0083 2,6506 0,0053 
2,66 0,0114 1,6579 0,0049 
2 0,013 1,3308 0,0047 
1,3 0,0154 0,9675 0,0034 




Slika 29: Umeritvena premica in določitev koncentracije, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50% (I50), za spojino 16. 
 
Enačba regresijske premice: y = 0,6417x + 0,0459 
Koeficient determinacije R2 = 0,9935 
Standardna napaka predvidenih y-vrednosti za vsak x v regresiji: 0,0798 µM 









Slika 30: Vrednosti I50 za vse testirane spojine. 
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Kisik, ki je nujen za naš obstoj, je tudi vzrok za nastanek oksidativnega stresa. V telesu 
(endogeno) se tvorijo radikali (superoksid) v procesih oksidacije, pri transportu kisika in pri 
delovanju mitohondrijev. Eksogeno nastajajo radikali zaradi izpostavljanja kajenju, 
elektromagnetnemu sevanju (rentgenski žarki) in ultrazvoku (v diagnostičnih preiskavah). 
K povečanemu eksogenemu nastajanju radikalov pomembno vpliva tudi vse večje 
onesnaženje Zemlje. Ozon, ki v stratosferi deluje kot filter za  UV - C svetlobo, zaradi vse 
večje porabe fosilnih goriv, razvoja industrije, pogostejše uporabe avtomobilov idr. nastaja 
tudi v nižjih plasteh atmosfere, kjer pride v telo preko pljuč. V telesu v procesu oksidacije 
organskih snovi z ozonom nastanejo vodikov peroksid, hidroksilni in hidroperoksilni 
radikali. (33)  
Na drugi strani imamo zmanjšan vnos antioksidantov, saj je današnji način pridelave, hrano 
osiromašil mineralov in vitaminov. Intenzivno kmetijstvo vpliva na pomanjkanje mineralov 
v zemlji, obremenitev rastlin s pesticidi pa izniči zaščitne učinke antioksidantov v sadju in 
zelenjavi. Prav tako transport pridelkov, ki jih poberejo še preden dozorijo, vpliva na izgubo 
antioksidantov, ki se tvorijo šele ob dozorevanju. (34) 
Ob povečanem nastajanju in zmanjšanem odstranjevanju radikalov iz telesa, pride do 
porušenja ravnovesja in posledično do radikalsko sproženih reakcij, ki so za celice škodljive. 
Organizem se pred povečano količino radikalov brani na različne načine. Eden od načinov 
obrambe predstavljajo encimski antioksidanti: superoksid dismutaze in hidroperoksidaze. 
Izoencim superoksid dismutaza 2 je za organizem življenjsko pomemben, saj njegova 
odsotnost inhibira dihalno verigo, kar vodi v smrt organizma. Ker encimski antioksidant 
SOD z leti (kmalu po koncu rodne dobe) izgublja svojo aktivnost in ker je onesnaženje okolja 
vse večje, kar posledično poveča nastajanje radikalov, je smiselno odkrivanje antioksidantov, 
ki bi oponašali delovanje superoksid dismutaze (SOD mimetiki). Sinteza nativnega encima 
SOD zaradi neželenih imunskih reakcij, velikosti, naboja, nizke biološke uporabnosti idr., ni 
imela želenih učinkov. V preteklih študijah so SOD mimetiki dobro učinkovali na različna 
bolezenska stanja in simptome. 
Iz navedenih razlogov smo v okviru magistrske naloge z indirektno (Fridovichevo) metodo 
testirali 16 izbranih spojin. Testirali smo 8 nitroksidov in 7 aminov ter Mn-salen, kot 
referenčno spojino. Spojine smo testirali pri konstantni, sobni temperaturi. Osnovne 




Pri pripravi osnovnih raztopin ni bilo težav. Izziv je predstavljal le encim ksantin oksidaza, 
ki smo ga pripravljali dnevno in smo z njim uravnavali V0 (od 0,025 - 0,030 ± 0,005 min‾¹).  
V primeru, ko vrednost V0 ni bila znotraj meja je bila potrebna sprememba koncentracije 
encima ksantin oksidaze.  
S pomočjo postavljene metode smo s spektrofotometrom in s pomočjo umeritvene krivulje 
testiranim spojinam kvantitativno določili koncentracije, ki delujejo kot potencialni SOD 
mimetiki. Ugotavljali smo sposobnost spojin, da katalizirajo pretvorbo O2
•‾ do O2 in H2O2 in 
s tem izkažejo potencialno SOD mimetično aktivnost.  
Dobljene podatke smo statistično obdelali in tako prišli do naslednjih ugotovitev: 
➢ Iz prikazanih tabelaričnih in grafičnih rezultatov meritev je razvidna dobra 
povezava in linearna medsebojna odvisnost med spremenljivkami (V0/Vc) - 1 in 
koncentracijami testiranih spojin, ki zmanjšajo hitrosti redukcije citokroma c za 
50 % (I50) in so bile določene z regresijsko premico.  
➢ Za vsako testirano spojino smo s pomočjo umeritvene krivulje določili vrednosti 
I50, ki so prikazane na sliki 30. 
➢ Vrednosti I50 smo prikazali v parih podobnih spojin z aminsko in nitroksidno 
skupino, kar prikazuje slika 31. 
Ugotovili smo, da ima spojina 4 najnižjo koncentracijo, ki zmanjša hitrost redukcije 
citokroma c za 50 %. Izkazala se je torej kot najbolj učinkovit potencialni SOD mimetik, saj 
smo ji SOD mimetično aktivnost določili pri najnižji koncentraciji: 19,39 µmol/L.  
Mn-salen je znan SOD mimetik in je pri izvedbi magistrske naloge predstavljal referenco. 
Njegova I50 znaša le 1,5 µmol/L. Nobena testirana spojina se mu po aktivnosti ni približala 
za manj kot en velikostni razred. 
Ko primerjamo pare podobnih spojin z aminsko in nitroksidno skupino, lahko v splošnem 
rečemo, da nitroksidi (v 1., 2., 5., 6. in 7. paru) (slika 31) izkazujejo boljšo SOD mimetično 
aktivnost. V 3. in 4. paru so se amini sicer izkazali bolje, vendar so vrednosti I50  precej 
skupaj, zato tega ne moremo trditi.  
Dokazano je bilo, da nitroksidi s šestčlenskim obročem (piperidini) hitreje reagirajo s 
superoksidom, kot nitroksidi s petčlenskim obročem (pirolidin, pirolin) in tako predstavljajo 
piperidini potencialno boljše SOD mimetike. (35) Ker smo v magistrski nalogi testirali samo 
piperidinski tip nitroksidov, tega nismo mogli ugotoviti.  
Velikost heterocikličnega aromatskega sistema aminov ni vplivala na SOD mimetično 
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aktivnost. Pri nitroksidih pa je velikost vplivala na SOD mimetično aktivnost, in sicer smo 
pri nitroksidih s prikondenziranima dvema aromatskima obročema, določili nižjo vrednost 
I50. 
Za SOD mimetično aktivnost spojin so odločilne funkcionalne skupine. Njihova aktivnost 
si sledi v zaporedju: alkohol < keton < aldehid < amid < karboksilna kislina < ester. (36) Po 
naših ugotovitvah si prav tako sledijo v tem zaporedju: keton < amin < nitril < karboksilna 
kislina. 
Obe spojini iz 4. para (amin ima I50 pri 173,8 µmol/L in nitroksid pri 19,4 µmol/L) sta se 
izkazali kot najboljša potencialna SOD mimetika, iz česar lahko sklepamo, da so pri SOD 
mimetični aktivnosti zelo verjetno udeležene funkcionalne skupine na aromatskem obroču: 



























V primerjavi z referenčno spojino Mn-salenom izkazujejo vse testirane spojine SOD 
mimetično aktivnost pri višjih koncentracijah.  
 
Vse testirane spojine so izkazovale SOD mimetično aktivnost. Spojina 4 se je izkazala kot 
najboljši potencialni SOD mimetik, ki katalizira pretvorbo O2
•‾ do O2 in H2O2 pri najnižji 
koncentraciji.  
 
Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da so nitroksidni radikali boljši potencialni SOD 
mimetiki kot homologni amini.  
 
Ker smo v magistrski nalogi testirali samo nitrokside s šestčlenskimi obroči, bi lahko v 
nadaljnjih raziskavah testirali in primerjali nitrokside s 5 (pirolidin, pirolin) in 6 členskimi  
obroči (piperidin). 
 
Tudi ostale funkcionalne skupine vplivajo na aktivnost spojin. Ker se kot potencialno dober 
SOD mimetik kaže tudi amidna skupina na pirimidonskem obroču, bi lahko raziskovali v 
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